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La presente invention est relative a l'utilisation d ! un gel adsorbant 
alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite (gel 
5 AdSEC, pour "Adsorptive Size Exclusion Chromatography"). 

Le principe d'un gel AdSEC resulte de la fusion de deux techniques 
chromatographiques : exclusion de taille et affinite, afin d'obtenir des supports alliant 
les proprietes les plus interessantes de ces dernieres. 

La chromatographic d'exclusion de taille (filtration sur gel) permet la 
10 separation des molecules en fonction de leur seul encombrement sterique lors de leur 
diffusion passive dans un tamis moleculaire (gel). Les plus grosses molecules ne 
peuvent penetrer la matrice reticulee et sont par consequent exclues plus rapidement 
de la colonne. Cette technique possede la particularite de ne pas presenter 
d'interactions entre le support et les molecules, done d'etre relativement peu sensible 
15 aux conditions biochimiques (pH, force ionique) de la solution. En revanche, du fait 
de son principe de diffusion, les facteurs limitants de son utilisation sont generalement 
un temps de manipulation important (car on utilise des debits faibles), ainsi qu'un 
depot d'echantillons relativement restreint (1 a 5 % du volume de la colonne). 

La chromatographic d'affinite repose sur des interactions moleculaires 
20 entre le support (matrice sur laquelle on greffe des ligands d'affinite) et les molecules a 
separer. Parmi ces ligands d'affinite, les ions metalliques immobilises, introduits en 
1975 par Porath et ah (Nature, 1975, 21, 598-599), represented une methode de 
separation basee sur les interactions (liaisons de coordination) entre des biomolecules 
en solution et des ions metalliques immobilises sur un support ; les ions Zn(II), Cu(II), 
25 Ni(H) et Co(II) sont les plus couramment utilises. On parle de chromatographie 
d'affinite sur ions metalliques immobilises (IMAC). 



sterique et d'affinite (AdSEC) a ete discutee par Porath et ah (Int. J. of Bio- 
Chromatogr., 1997, 2, 9 - 17). Ces auteurs ont montre que des derives 

30 iminodiacetiques de dextran portant des ions metalliques corame ligand d'affinite 
permettent une exclusion sterique et sont susceptibles de concentrer efficacement des 
solutions par leur proprietes d'adsorption et d'affinite. Ces auteurs ont montre qu'une 
colonne de gel AdSEC d'un volume de 5 ml pouvait fixer un pourcentage important de 
composes ayant un poids moleculaire compris entre 5 kDa et 50 kDa et les concentrer 

35 environ 1000 fois en une seule operation. 



De tels supports permettent d'adsorber les plus petites molecules (ayant 
une affinite pour le ligand grefife) a des debits et des volumes importants (non autorise 
en filtration sur gel). D'autre part lors de la synthese du gel adsorbant, le seuil 
d'accessibilite au ligand d'affinite peut Stre module durant la synthese du gel en 
5 fonction de la taille de la biomolecule a eliminer ou a purifier. 

L'insuffisance renale terminale touche actuellement 22000 personnes en 
France dont 20000 sont traitees par hemodialyse iterative. Seulement 1800 peuvent 
esperer etre transplantees chaque annee, sachant qu'un quart d'entre elles reviendra 
dans les cinq ans en hemodialyse en raison d ! un rejet pour attendre ime nouvelle 

10 transplantation. 

La survie de Turemique, toutes methodes confondues peut depasser 25 
ans s'il n'est pas porteur d'affection cardio-vasculaire severe. Dans ce cas, sa qualite de 
survie se trouve profondement alteree au fil des ans par les complications 
osteoarticulaires de ruremie terminale, au premier plan desquelles sont decrites les 

15 arthropathies erosives secondaires aux depots de la B2-microglobuline (B2-M). 

Le mecanisme de survenue de ces arthropathies commence des 
qu'apparait rinsuffisance renale responsable d f ime accumulation de B2-microglobuline. 
Cette proteine de poids moleculaire de 11800 Da, va s'accumuler dans Torganisme au 
fil des annees et se deposer selectivement au niveau des disques cervicaux, des 

20 epaules, des hanches et des poignets. Des depots cardiaques et digestifs ont ete 
rapportes. Ces depots vont firagiliser Tarticulation et l'os adjacent jusqu'a detruire 
totalement Tarticulation. Ainsi, on observe un effondrement des corps vertebraux 
pouvant entrainer Tine compression medullaire avec perte de commande des quatre 
membres, des luxations articulaires irreversibles, une perte de la prehension au niveau 

25 des mains et des pseudo fractures de la hanche. Des compressions nerveuses canalaires 
sont observees comme le syndrome du canal carpien. 

~Ces complrcations coirduisent irr&m6diablement rureniique vers - 
Tinvalidite et Tetat grabataire que ne peuvent prevenir les methodes de dialyse 
classique. La transplantation permet une stabilisation de ces lesions. 

30 Afin de prevenir efficacement ces complications, il importe de pouvoir 

epurer efficacement les composants polluants du sang, en particulier la B2- 
microglobuline, qui sont synthetises quotidiennement par Torganisme et qui ne sont 
pas ou pas suffisamment elimines par les reins defectueux chez les patients dialyses. 

L'epuration de ces differentes biomolecules ne peut se faire qu'au 

35 niveau des membranes artificielles lors de la dialyse qui actuellement sont 
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insuffisamment efficaces malgre une epuration par filtration et adsorption non 
specifique membranaire. 

Les techniques existantes pour Telimination des biomolecules dont la 
B2-microglobuline sont actuellement de 3 types : 
5 1. EUiftfaatjon des biomoleciUes par hemQdialyse 

L'hemodialyse est une technique destinee a des sujets atteints d'une 
insuffisance renale partielle ou totale (figure 1). Elle consiste en un traitement 
extracorporel du sang, assurant les memes fonctions que le rein grace a un precede 
membranaire. La partie essentielle de lliemodialyseur (1) est une membrane 

10 d'echange, de part et d'autre de laquelle, circulent a contre courant le sang du patient et 
le dialysat issu du generateur d'hemodialyse (2). Cette technique permet Tepuration 
des composes de petit poids moleculaire polluant le sang, tels que 1'uree, les acides 
amines, les sels mineraux qui sont normalement elimines par le rein. Dans le cas de la 
B2-microglobuline serique, les differentes membranes de dialyse couramment utilisees 

15 possedent deux proprietes antagonistes : 

- capture de la B2-microglobuline par adsorption non-specifique sur la 

membrane, 

- generation de la B2-microglobuline par decrochage de cette molecule 
qui est associee de fa?on non covalente a la surface des cellules nucleees sanguines 

20 dans le complexe majeur d'histocompatibilite de type I. 

Le degre de generation de B2-microglobuline est un des criteres qui 
definissent la biocompatibilite des membranes. Ainsi fort de ces deux proprietes 
antagonistes, certaines membranes conduisent lors d f ime seance d'hemodialyse 
globalement a une augmentation de la concentration en B2-microglobuline, alors que 
25 d'autres la diminuent. 

Cependant, quelles que soient les membranes utilisees, ces resultats 
55ftt-Hlvel65-5u r -dea-periud^s-^upMeures-a-^^^ 



plasmatique de la B2-microglobuline chez les patients uremiques apres quinze mois de 
dialyse etait invariablement augmente pour etre compris entre 40 et 50 mg/1 (contre 1 
30 a 2 mg/1 chez les patients sains). De tels problemes de biocompatibilite se retrouvent 
egalement pour les autres biomolecules. 

2, Elimination des biomolecules par hemofiltration 
Une fois par mois, le dialyse subit une seance ^ultrafiltration. Le 
module utilise (1) possede un seuil de coupure plus eleve qu'en hemodialyse (seuil 
35 moyen de 40 kDa) et permet relimination par filtration des petites molecules du 
plasma, dont les plus petites proteines, telle que la B2-microglobuline (figure 2). 
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Durant une seance ^ultrafiltration, la perte d'eau plasmatique est compensee par un 
apport equivalent en liquide physiologique (3). 

Les resultats qualitatifs, vis a vis de relimination de la 62- 
microglobuline (epuration et generation de cette molecule par les membranes 
5 d'ultrafiltration), sont similaires a ceux obtenus en hemodialyse. On retrouve ainsi une 
influence importante de la nature de la membrane et de la duree de lliemofiltration. Si 
certaines membranes semblent eliminer plus de 62-microglobuline sur 5 heures (une 
seance), on assiste egalement a un nivellement des resultats au cours du temps. Au 
niveau quantitatif, il semble qu'environ 50% de la B2-microglobuline serique soit 

10 eliminee par seance d'hemofiltration. Cependant, meme si cette technique est plus 
efficace pour l'epuration de la B2-microglobuline que lliemodialyse, elle reste 
insuffisante pour prevenir et empecher Tapparition de la maladie. De plus, cette 
technique presente Tinconvenient d'eliminer de nombreuses autres petites proteines 
que la B2-microglobuline, puisque l'ultrafiltrat est elimine de fa?on definitive. 

15 3. Couplage colonne/h&modialyseur 

Cette methode a ete presentee comme une alternative aux methodes 
usuelles d'hemodialyse et ^ultrafiltration (Nakazawa et aL 9 Int. J. Artif. Organs, 1994, 
17 . 203-208). Celle-ci consiste en une adsorption en serie des biomolecules sur un gel 
poreux de cellulose (350 ml d'adsorbant), suivie d'une hemodialyse classique. Dans le 

20 cas de la B2-microglobuline le gel est decrit pour avoir une capacite theorique pour la 
B2-microglobuline de 1 mg par ml d'adsorbant. Les resultats obtenus sont les meilleurs 
decrits dans la litterature, puisque chez un patient dont le taux initial en 
B2-microglobuline etait de 30 mg/1, ce systeme a permis de reduire la concentration en 
B2-microglobuline a 10 mg/1 finale apres 6 mois de traitement. Les auteurs ont 

25 presente une amelioration du retardement de Tapparition des depots amyloides dans 2 
cas sur 3, chez leurs patients apres therapie. 



Cepend^it on observe egalement apres~tfaitement une cHute de" 
concentration de certaines molecules seriques (« retinol binding protein », lysozymes). 
Ce phenomene est attribuable au passage directe du sang a travers Tadsorbant, qui est 
30 susceptible de generer des problemes de biocompatibilite. 

Ainsi les techniques existantes pour relimination de la 
B2-microglobuline et des autres biomolecules ont principalement deux limites : 
- la biocompatibilite des supports, notamment pour la generation de la 
B2-microglobuline, c'est-a-dire Tequilibre entre Tadsorption non specifique sur la 
35 membrane et la generation de la B2-microglobuline lors du passage des cellules a leur 



contact ; cet equilibre conditionne la quantite de C2-microglobuline reellement 
eliminee lors d'une seance d'hemodialyse ou d'hemofiltration, 

- la specificite du substrat : en effet, les techniques d'hemofiltration et de liaison 
aspecifique avec des ligands couples sur des gels conduisent a l'elimination non 

5 souhaitee d'autres molecules du serum. 

Un dispositif pour eliminer la B2-microglobuline ou toute autre 
biomolecule devrait done allier une elimination satisfaisante (quantitative) a une 
elimination specifique (qualitative) de la molecule concernee. 

Dans la presente invention, les inventeurs se sont done donne pour 

10 objet: 

- l'utilisation, dans un dispositif destine a eliminer les biornolecules, d'un gel adsorbant 
alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite, ledit gel 
consistant essentiellement en une matrice de polysaccharide sur laquelle est greffe un 
polymere couple a un ligand d'affinite (gel AdSEC, pour "Adsorptive Size Exclusion 

15 Chromatography") et ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 
60 kDa, 

- Futilisation d'un gel AdSEC pour separer et purifier les biornolecules ayant un poids 
moleculaire compris entre 2 kDa et 60 kDa, 

- un dispositif destine a l'elimination de biornolecules d'un poids moleculaire compris 
20 entre 2 kDa et 60 kDa comprenant un module ^ultrafiltration eventuellement en 

amont et en serie avec un module de dialyse et utilisant une colonne de gel AdSEC 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne 
etant montee en derivation dudit module d'ultrafiltration ; ce dispositif permet de 
s'affranchir des problemes de biocompatibilite et d'eliminer specifiquement les 
25 biornolecules desirees, 

- un dispositif de purification de biornolecules d'un poids compris entre 2 kDa et 
60-ld3a-utiK3ant-unc-colorac-dc^gcL 

compris entre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne etant eventuellement en derivation d'un 
systeme de filtration ; ce dispositif permet de separer les biornolecules noxmales et les 

30 biornolecules modifiees, par exemple par glycation. 

Dans un mode avantageux de realisation, la matrice de polysaccharide 
est de l'agarose ou a base d'un derive d'agarose, le polymere peut etre le 
polyethyleneglycol (PEG) ou le polypropyleneglycol (PPG) et le ligand d'affinite peut 
etre par exemple un agent chelateur de metaux couple a des ions metalliques, une 

35 proteine, un peptide, un substrat d'enzyme ou un inhibiteur d'enzyme. 



Dans un mode prefere de realisation, le gel adsorbant consiste en une 
matrice a base d'un derive d' agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol 
couple a Tacide iminodiacetique (IDA) lui-meme couple a des ions metalliques, par 
exemple des ions cuivreux ; ce complexe est appele gel IMAdSEC (" Immobilized 
5 Metal ion Adsorptive Size Exclusion Chromatography'). 

Dans un mode egalement prefere de realisation, le seuil de coupure du 
gel adsorbant est de 20 kDa, permettant ainsi r elimination ou la purifiation des 
biomolecules dont le poids moleculaire est inferieur a 20 kDa, en particulier la 
B2-microglobuline serique. 
10 Le systeme d'epuration selon la presente invention possede la 

particularity de placer le gel adsorbant pour la biomolecule a eliminer en derivation du 
systeme de circulation a epurer. Ainsi lorsqu'on epure du sang, il n'y a k aucun 
moment contact entre le gel et les elements figures du sang, done les problemes de 
biocompatibilite (par exemple, generation de B2-microglobuline par contact des 
15 cellules nucleees du sang) ou d'hemolyse des cellules au contact du gel sont evites. 

De plus, contrairement aux autres techniques utilisees actuellement, 
Tepuration de la biomolecule a eliminer ou a purifier est realisee grace a un ligand qui 
ne va retenir que cette molecule. Cette specificite est obtenue grace au double 
tamisage de la membrane ^ultrafiltration (qui retient par exemple les elements figures 
20 du sang et les grosses molecules s6riques) et du gel AdSEC qui interdit I'acces au 
ligand a d'autres molecules affines pour le ligand d'affinite mais dont la taille est 
superieure au seuil de coupure du gel. 

L'autre interet de Tutilisation de ce gel AdSEC est sa facilite de 
regeneration. Par exemple, lorsqu'on utilise un metal comme ligand d'affinite, celui-ci 
25 peut etre chelate par une solution d'EDTA, qui permet de decrocher toute molecule 
adsorbee sur le gel, autorisant ainsi un nettoyage du gel, sa regeneration par une 
nouvelle charge du metal et sa sterilisation. 

Le systeme d'elimination selon Tinvention peut etre utilise par exemple 
dans le cadre d'une dialyse renale ; dans ce cas il existe un avantage supplementaire 
30 qui tient au fait que la fraction epuree par passage sur le gel AdSEC retourne au 
malade, limitant ainsi les pertes en autres elements presents dans le sang. 

Outre les dispositions qui precedent, Tinvention comprend encore 
d'autres dispositions, qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples ainsi qu'aux figures annexees dans lesquelles : 
35 - la figure 1 represente le schema general de la dialyse renale ; (1) hemodialyseur, 
(2) generateur d'hemodialyse, (3) pompe, 
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- la figure 2 represente le schema (Tune hemofiltration par ultrafiltration ; (1) 
hemofiltre, (2) generateur d'hemodialyse, (3) liquide physiologique, (4) pompe, 

- la figure 3 illustre les chromatographies sur ions metalliques (cuivre) immobilises 
sur 3 types de gels : A Sepharose 4B-IDA-cuivre, pic 1 : proteines non adsorbees ; 

5 pic 2 : elution a pH 6,0 ; pic 3 : elution a pH 5,0 ; pic 4 : elution a pH 4,0 ; pic 5 : 

elution a pH 3,0 ; pic 6 : EDTA 25 mM. B Novarose -EDA-cuivre, pic 1 : proteines 
non adsorbees ; pic 2 : elution a pH 6,0 ; pic 3 : elution a pH 5,0 ; pic 4 : elution a 
pH 4,0 ; pic 5 : elution a pH 3,0 ; pic 6 : EDTA 25 mM. C Novarose®-PEG/IDA- 
cuivre (IMAdSEC), pic 1 : proteines non adsorbees ; pic 2 : elution a pH 6,0 ; 
10 pic 3 : elution a pH 5,0 ; pic 4 : elution a pH 4,0 ; pic 5 : elution a pH 3,0 (l lcr pic) ; 
pic 5' elution a pH 3,0 (2 i6me pic) ; pic 6 : EDTA 25 mM, 

- la figure 4 illustre Tanalyse electrophoretique des fractions separees par 
chromatographic illustree figure 3 ; les numeros correspondent aux fractions 
separees par chromatographic de la figure 3 ; A Sepharose® 4B-IDA-cuivre. 

15 B Novarose®-IDA-cuivre. C Novarose®-PEG/IDA-cuivre (IMAdSEC). Cette 

figure illustre la specificite du gel IMAdSEC pour la fl2-microglobuline par rapport 
aux deux autres types de gels, 

- la figure 5 illustre Tanalyse par spectrometrie de masse de la composition 
proteique de l'ultrafiltrat de depart et de la fraction retenue sur gel IMAdSEC. A (I) 

20 spectre de Fultrafiltrat, (II) deconvolution du spectre (a) calcul de la masse de la 
B2-microglobuline (b) calcul de la masse de Falbumine. B (I) spectre de la fraction 
purifiee, (II) deconvolution du spectre et calcul de la masse de la 
B2-microglobuline, 

- Ia figure 6 illustre la capacite du gel IMAdSEC pour la B2-microglobuline, 

25 - la figure 7 illustre le montage en derivation d'un module de filtration du dispositif 

de purification selon r invention ; (1) module d'ultrafiltration, (2) colonne 
contenamie -gei-iaviAasis^^-j pompesrW~uitramtra t, ' 

- la figure 8 illustre la capacite du dispositif illustre figure 7 pour T elimination de 
la B2-microglobuline d'un rultrafiltrat d'un patient uremique, 

30 - la figure 9 illustre Tanalyse electrophoretique des fractions separees par 
chromatographic illustree figure 8 ; 1 : ultrafiltrat ; 2 : 15 minutes de passage sur le 
gel IMAdSEC ; 3 : 3*0 minutes de passage sur le gel IMAdSEC ; 4 : 120 minutes de 
passage sur le gel IMAdSEC ; 5 : fraction eluee a pH 5,0 ; 6 : fraction eluee a 
pH 4,0 ; 7 fraction eluee a pH 3,0 ; 8 : fraction eluee avec EDTA, 9 : standard 

35 proteique, 
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- la figure 10 represente un systeme d'hemodialyse comprenant le dispositif selon 
Tinvention ; (1) hemofiltre, (2) hemodialyses, (3) colonne IMAdSEC, (4) 
generateur d'hemodialyse, (5) pompe sanguine et (6) pompe d'ultrafiltration. 

5 EXEMPLE 1 

Determination de la specificite et de la capacite d'un gel IMAdSEC : (Novarose®- 
PEG/IDA-ciiivre) pour la B2-microglobuline 

1. Synthese du gel Novarose®-PEG/IDA-cuivre : 

Etape 1 : couplage du PEG et creation du seuil de coupure du gel : 

10 On reprend 10 g de Novarose® Act High 100/40 (INOVATA, Bromma, 

Suede), prealablement seches par succion, dans 5 ml de Na 2 C03 1M, pH>12 et 5 ml 
d'eau desionisee. On ajoute 5 ml de Na 2 C03 1M, pH>12, 5 ml d'eau desionisee et 30 
ml de NH 2 -PEG-NH 2 a 10% dans du Na 2 C0 3 1M, pH>12. On laisse le melange sous 
agitation douce a temperature ambiante (22°C) pendant 1 a 24 heures suivant le seuil 

15 de coupure souhaite (ce temps est de 4 heures pour un seuil de coupure de 20 kDa qui 
est le seuil souhaite pour la |32-microglobuline). 

Etape 2 : couplage du ligand : Tacide iminodiacetique (IDA). 
On rince le gel obtenu a I'etape 1 sur frittS (par succion) par une 
solution d'eau desionisee. On le resuspend dans une solution comprenant 15 ml de 

20 Na 2 C0 3 1M, pH>12, 15 ml d'eau desionisee, et 10 ml d'une solution d'IDA a 10% 
dans Na 2 C03 1M, pH>12. On laisse le melange sous agitation douce a temperature 
ambiante (22°C) pendant 48 heures. On rince le gel IMAdSEC sur fritte 
successivement par de l'eau desionisee, par une solution de soude 1M, par de 1'eau 
desionisee, par une solution d'acide chlorhydrique 0,1M, puis par de Teau desionisee. 

25 On conserve le gel ainsi obtenu a 4°C dans une solution d'ethanol a 20% jusqu'a son 
utilisation. 

Etape~3~ rcouplage~des ions mfetalliquesdonscuivres c^ull)": 
La charge de metal est realisee en utilisant une solution aqueuse de 
sulfate de cuivre a 50 mM dans des conditions classiques. 
30 2. Preparation des solutions hiologiques 

Les produits sont issus. de Themo filtration du sang lors de seance 
^ultrafiltration dans le cadre du traitement de patients uremiques (figure 2). On utilise 
des ultrafiltrats (pH 7,2, 13 mS/cm) dont la concentration en B2-microglobuline varie 
de 7 a 20 mg/1 selon les patients. 
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3. Specificity du gel Novarose^-PEG/IDA-cuivre pour la B2- 
microglobuline par rapport a des gels sans ta misage S£pharose^4B-IDA-cuivre et 
Novarose^-IDA-ciiivre. 

MODE OPERATOERE : 
5 On a teste 3 gels : Sepharose® 4B-IDA-cuivre, Novarose®-IDA-cuivre 

(gels EMAC) et Novarose®-PEG /IDA-cuivre (gel IMAdSEC), pour leur capacite a 
adsorber les molecules de Tultrafiltrat d'un patient uremique. Le gel de Sepharose® 
4B-IDA a ete prepare selon le protocole decrit par Sundberg et Porath (J. Chromatogr., 
1974, 2Q, 87-98). Le gel Novarose -IDA resulte du meme protocole que celui decrit 

10 ci-dessus au point 1 pour la synthese du gel IMAdSEC, ou seule la deuxieme et la 
troisierne etape ont ete realisees (pas d' activation prealable du gel par le PEG). On 
applique 2 ml de gel dans une colonne (diametre 1 cm) et on realise une 
chromatographic basse pression (1 ml/min). On fait passer 10 ml d'ultrafiltrat d'un 
patient, dont la concentration en B2-microglobuline est de 20 jig/ml sur chacun des 3 

15 differents gels en circuit ferme durant 20 minutes. On realise Tequilibration et le 
rin9age de chaque colonne apres adsorption de Tultrafiltrat par un tampon 
MMA pH 7,0 (MMA = MOPS, MES, Acetate, 25 mM chacun). On elue par un 
gradient decroissant discontinu de pH (Tampon, MMA 25 mM, pH 6,0, puis pH 5,0, 
puis pH 4,0 et glycine 25 mM a pH 3,0), puis par une solution d f EDTA (50 mM) pour 

20 decrocher le cuivre. On mesure la teneur en proteines lors de la chromatographic par 
lecture de la densite optique (X = 280 nm) avec un detecteur place en sortie de 
colonne. On realise le dosage de la B2-microglobuline par un dosage immunologique 
(Anticorps polyclonal de lapin anti B2-microglobuline humaine, Dako, Danemark) 
utilisant un appareil de nephel6metrie (Beckman, USA). On analyse les differentes 

25 fractions par electrophorese SDS-PAGE, selon le protocole decrit par Laemmli 
(Nature, 1970, 227 . 680-685) et coloration des proteines au nitrate d'argent. Apres 

ctessaiage-et-concentrauonr-on— analyse— ies— rractions-par-specn-ometne-ae-masse 

(technique ESI-MS pour "ElectroSpray Ionisation Mass Spectrometry"), dont la 
sensibilite, determinant la masse au Dalton pres, permet d'identifier les molecules. 

30 RESULTATS : 

* La chromatographic sur gel de Sepharose® 4B-IDA-cuivre (figure 
3A) montre que, si la B2-microglobuline pr6sente une affinite importante pour le 
cuivre chelate, son elution a lieu dans les memes fractions que Talbumine (figure 4A). 
Toutes les proteines de Tultrafiltrat sont adsorbees sur le gel, qui ne presente done pas 

35 de specificite pour la B2-microglobuline. 
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* La chromatographic sur gel Novarose -IDA-cuivre (figure 3B) 
montre egalement que ce type de gel permet l'adsorption de toutes les proteines de 
l'ultrafiltrat (figure 4B). Sa capacite en cuivre plus faible que celle du Sepharose @ -4B- 
IDA resulte en revanche en des elutions de proteines lors du gradient discontinu de 

5 pH, contrairement au gel Sepharose® 4B-IDA (figure 4B versus 4A). Comme ce 
dernier, il n'assure pas de specificite pour la B2-microglobuline (figure 4B). 

* La chromatographic sur gel Novarose®-PEG/EDA-cuivre en revanche 
a permis l'adsorption de la seule B2-microglobuline de l'ultrafiltrat du patient. Son 
elution a lieu a pH 3,0 en deux pics distincts (figure 4C). 

10 Dans les trois types de chromatographic, les analyses par nephelemetrie 

confirment la disparition totale de la B2-microglobuline de la fraction d'ultrafiltrat 

passee sur les 3 types de gels et son elution de la colonne. 

L'analyse ESI-MS montre que la chromatographic sur gel IMAdSEC 

peimet de passer d'une fraction constituee d'un melange de depart : albumine + B2- 
15 microglobuline, a une fraction eluee a pH 3,0 qui contient uniquement la 

B2-microglobuline (figure 5A versus 5B). 

Ces resultats montrent 1'affinite de la B2-microglobuline pour le ligand 

(metal chelate, ici le cuivre) et la specificite apportee par le tamisage moleculaire 

(couplage du PEG) du gel IMAdSEC par rapport aux gels IMAC classiques. 
20 4. Capacity du gel IMAdSEC-cuivre pour la B2-microglobuline. 

MODE OPERATOIRE : 

50 ml d'ultrafiltrat d'un patient uremique, contenant 350 |ig de 

B2-microglobuline (soit une concentration de B2-microglobuline de 7 |ag/ml) circule 

en circuit ferme pendant 150 minutes sur 0,65 ml de gel IMAdSEC dans les memes 
25 conditions chromatographiques que precedenunent (debit = 1 ml/min). On elue 

directement a pH 4,0 (figure 6). 

KfaSbLrl-A-lS-: 



Apres 150 minutes, la concentration en B2-microglobuline mesuree par 
nephelemetrie est de 2,3 jig/ml, soit une quantite en B2-microglobuline restante de 

30 115 jig. Par consequent, 235 |xg de B2-microglobuline ont ete fixes sur les 0,65 ml de 
gel, ce qui correspond a une capacite de fixation du gel IMAdSEC-cuivre de 360 
|ig/ml. L'analyse SDS-PAGE et ESI-MS des fractions a ete realisee comme decrit 
precedenunent. La quantite de B2-microglobuline, eluee a pH 4,0, est d'environ 180 p.g 
au lieu de 235 jig attendus. La difference peut etre expliquee par 1'absence de mesure 

35 des fractions de linage et d'EDTA susceptibles de contenir elles aussi de la 
B2 -microglobuline. 
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Ces resultats suggerent que, compte-tenu de ces performances et de 
cette specificite pour la B2-microglobuline, une colonne de 500 a 750 ml de gel 
IMAdSEC-cuivre permettrait d'eliminer 250 mg de B2-microglobuline, quantite qui 
correspond a 5 litres de sang a une concentration en B2-microglobuline de 50 mg/1. 

5 

EXEMPLE 2 

Separation et purification de la 02-microgIobuline par un dispositif comprenant 

le couplage (Tun module d' ultrafiltration et d'une colonne IMAdSEC 

MODE OPERATOIRE 
10 On utilise le montage represente figure 7. Le module d'ultrafiltration 

(1) utilise est compose de 100 fibres creuses en Polysulfone threes d'un module 

d'ultrafiltration commercial modele Fresenius F80. 

On passe 50 ml d'ultrafiltrat d'un patient uremique (concentration en 

B2-microglobuline = 7 |ig/ml) en circuit ferme durant 3 heures sur F ensemble mini- 
15 module d'ultrafiltration/colonne de gel IMAdSEC (0,65 ml de gel IMAdSEC). Les 

conditions de cromatographie sont celles de Texemple 1 a savoir : tampon, MMA 

25 mM, pH 6,0, puis pH 5,0, puis pH 4,0 et glycine 25 mM k pH 3,0, puis EDTA 

50 mM pour eluer le cuivre chelate sur le gel. 

Apres 3 heures, on mesure la concentration en B2-microglobuline dans 
20 le reservoir par nephelometric 

RESULTATS 

On passe d'une concentration de 7 jig/ml en B2-microglobuline (soit 
une quantite de depart de 350 jig) a environ 1 ng/ml (50 jig de B2-microglobuline 
restante). Par consequent environ 300 |ag de B2-microglobuline ont ete fixes sur les 

25 0,65 ml de gel IMAdSEC, ce qui correspond k une capacite de fixation du gel 
IMAdSEC pour la B2-microglobuline de 461 jug/ml. 

L?aiialyaiX0I*Mfl-(figu^ 

montrent que la B2-microglobuline a 6te adsorbee de fa?on specifique par le gel 
IMAdSEC. Elle est eluee en deux fractions principales a pH 4,0 et pH 5,0. 

30 Ces resultats suggerent que le gel IMAdSEC pourrait etre utile pour la 

separation des biomolecules et de leurs isoformes comme par exemple la 
B2-microglobuline normale et la B2-microglobuline glycatee. 
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1. Utilisation, dans un dispositif destine a eliminer les biomolecules, 
d'un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et 
d'affinite, ledit gel adsorbant consistant essentiellement en une matrice de 

5 polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa. . 

2. Utilisation d'un gel adsorbant alliant les proprietes des 
chromatographies d f exclusion sterique et d'affinite, ledit gel adsorbant consistant 
essentiellement en une matrice de polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere 

10 couple a un ligand d'affinite et ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 
2 kDa et 60 kDa, pour separer et purifier les biomolecules. 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 et 2 
caracterisee en ce que la matrice de polysaccharide est de V agarose ou a base d'un 
derive d' agarose, le polymere est choisi dans le groupe comprenant le 

15 polyethyleneglycol et le polypropyleneglycol et le ligand d'affinite est choisi dans le 
groupe comprenant les agents chelateurs de metaux couples a des ions metalliques, les 
proteines, les peptides, les substrats d'enzymes ou les inhibiteurs d'enzymes. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 
caracterisee en ce que le gel adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive 

20 d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol couple a l'acide 
iminodiacetique lui-meme couple a des ions cuivreux. 

5. Utilisation, dans un dispositif destine a eliminer les biomolecules, 
d'un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et 
d'affinite, ledit gel adsorbant consistant en une matrice a base d'un derive d'agarose 

25 sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol couple a l'acide iminodiacetique lui- 
meme couple a des ions cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

6. Utilisation d'un gel adsorbant alliant les proprietes des 
chromatographies d ! exclusion sterique et d'affinite, ledit gel adsorbant consistant en 
une matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol 

30 couple a l'acide iminodiacetique lui-meme couple a des ions cuivreux et ayant un seuil 
de coupure de 20 kDa, pour separer et purifier les biomolecules. 

7. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 5 et 6 
caracterisee en ce que la biomolecule est la B2-microglobuline serique. 

8. Dispositif pour eliminer les biomolecules comprenant un module 
35 d'ultrafiltration eventuellement en amont et en serie d'un module de dialyse, 

caracterise en ce que ce dispositif comprend en plus une colonne contenant un gel 
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adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d f exclusion sterique et d'affinite, 
ledit gel adsorbant consistant essentiellement en une matrice de polysaccharide sur 
laquelle est greffe un polymere couple a un ligand definite et ayant un seuil de 
coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, la dite colonne etant montee en 
5 derivation dudit module d'ultrafiltration. 

9. Dispositif selon la revendication 8 caracterise en ce que le gel 
adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive d' agarose sur laquelle est greffe 
du polyethyleneglycol couple a l'acide iminodiacetique lui-meme couple a des ions 
cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

10 10. Dispositif pour separer et purifier des biomolecules comprenant une 

colonne contenant un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies 
d'exclusion sterique et d'affinite, ledit gel consistant essentiellement en une matrice de 
polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne 

15 etant eventuellement montee en derivation d'un module de filtration. 

11. Dispositif selon la revendication 10 caracterise en ce que le gel 
adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle est greffe 
du polyethyleneglycol couple a l'acide iminodiacetique lui-meme couple a des ions 
cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

20 12. Dispositif selon la revendication 9 ou la revendication 11 

caracterise en ce que la biomolecule est la B2-microglobuline serique. 

13. Methode d' elimination de biomolecules du sang caracterisee en ce 

que : 

(i) on fait passer du sang sur un module d'ultrafiltration, 
25 (ii) on fait passer l'ultrafiltrat genere en (i) sur une colonne contenant un 

gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et 
d'affinite7~ledit~gel _ consistant~essentxellemen^ 

laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et ayant un seuil de 
coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, 
30 (iii) on reunit les fractions (i) et (ii) et 

(iv) on les soumet a une dialyse classique. 

14. Methode d'elimination selon la revendication 13, caracterisee en ce 
que le gel adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle 
est greffe du polyethyleneglycol couple k l'acide iminodiacetique lui-meme couple a 

35 des ions cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 
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15. Methode d'elimination selon la revendication 14, caracterisee en ce 
que la biomolecule est la P2-microglobuline serique. 
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adsorbant alliant les proprietes des chromatographies d'exclusion sterique et d'affinite, 
ledit gel adsorbant consistant essentiellement en une matrice de polysaccharide sur 
laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et ayant un seuil de 
coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, la dite colonne etant montee en 
5 derivation dudit module d'ultrafiltration. 

9. Dispositif selon la revendication 8 caracterise en ce que le gel 
adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle est greffe 
du polyethyleneglycol couple a 1'acide iminodiacetique lui-meme couple k des ions 
cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

10 10. Dispositif pour separer et purifier des biomolecules comprenant une 

colonne contenant un gel adsorbant alliant les proprietes des chromatographies 
d'exclusion sterique et d'affinite, ledit gel consistant essentiellement en une matrice de 
polysaccharide sur laquelle est greffe un polymere couple a un ligand d'affinite et 
ayant un seuil de coupure ajustable compris entre 2 kDa et 60 kDa, ladite colonne 

15 etant eventuellement montee en derivation d'un module de filtration. 

11. Dispositif selon la revendication 10 caracterise en ce que le gel 
adsorbant consiste en une matrice a base d'un derive d'agarose sur laquelle est greffe 
du polyethyleneglycol couple a 1'acide iminodiacetique lui-meme couple a des ions 
cuivreux et ayant un seuil de coupure de 20 kDa. 

20 12. Dispositif selon la revendication 9 ou la revendication 11 

caracterise en ce que la biomolecule est la B2-microglobuline serique. 

13. Utilisation du dispositif selon les revendications 8 a 12 pour 
eliminer les biomolecules du sang, k l'exception de la dialyse extra-corporelle. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce que le 
25 dispositif comprend un gel adsorbant consistant en une matrice a base d'un derive 

d'agarose sur laquelle est greffe du polyethyleneglycol couple a 1'acide 
iminodiacetique lui-meme couple a des ions cuivreux et ayant un seuil de coupure de 
20 kDa. 

15. Utilisation selon la revendication 14, caracterisee en ce que la 
30 biomolecule est la p2-microglobuline serique. 

16. Dispositif selon Tune quelconque des revendications 8 a 12 
caracterise en ce que le dispositif est un syst^me de dialyse extra-corporelle. 
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Figure 1 : Schema de I'himodiafyse 
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Figure 2 : Schema de I'hemofiltration 
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Figure 3 : 

Profils de separation par 
chromatographies des proteines 
de l'ultraf iltrat d'un patient 
uremique sur 3 types de gels 
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Figure4: Analyses ilectrophoritiques des fractions siparies par chromatographic sur les 
3 types de gels. 
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Figures: Analyse ESI-MS de Yultrcfiltrat et de la fraction purjfUe sur IMAdSEC. 




Figure 6: Chromatographic du test de la capacite du gel IMAdSEC pour la B2-microglobuline 
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Figure 7 : Sch6ma du couplage module d'ultrafiltration/ gel IMAdSEC 
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Figure 8 : Chromatographic resultante du montage illustre figure 7 
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Figure 9 ; Analyse SDS-PAGE des fractions obtenues par chromatographic figure 8 
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Figure 10 ; Syst^me d' hemodialyse comprenant un dispositif 

pour <6liminer les biomol6cules selon l'invention 



